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nTiO2 与菲、芘对日本虎斑猛水蚤联合毒性的研究
田冰心，吴荔生，王桂忠
( 厦门大学海洋与地球学院，福建 厦门 361005)
［摘要］ 以日本虎斑猛水蚤为实验生物，研究了纳米二氧化钛 ( nTiO2 ) 及与菲、芘联合的急性毒性效
应． 实验结果表明: 当 ρ( nTiO2 ) ≤5 mg /L 时对日本虎斑猛水蚤的存活率无显著性的影响，而当 ρ( nTiO2 )
≥20 mg /L 时则有显著性影响; 菲、芘都可与纳米二氧化钛 ( 1 mg /L) 联合表现出比单一污染物更大的毒
性效应，其中芘与纳米二氧化钛存在显著的联合协同效应． 研究表明，纳米材料会与环境中其他的污染物
相互作用，从而对水生生物表现出间接的毒性作用，因此在海洋环境中纳米材料的潜在危害不容忽视．
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The Joint Toxicity of nTiO2 Nanoparticles with Phenanthrene and
Pyrene to Tigriopus japonicus
TIAN Bing-xin，WU Li-sheng，WANG Gui-zhong
( College of Ocean and Earth Sciences，Xiamen University，Xiamen 361005，China)
Abstract: The single and joint toxicity of nanosized titanium dioxide ( nTiO2 ) with phenanthrene and py-
rene to Tigriopus japonicus was investigated seperately by measuring 96h survival rates． The results showed
that there was no significant mortal effects of nTiO2 on Tigriopus japonicus in concentrations ≤5 mg /L，but it
made significant differences between control and exposure conditions when concentrations ≥20 mg /L． It also
showed that nTiO2 aggregates could enhance the toxicity of phenanthrene and pyrene to some degree． Thus，
we should not only focus on the inherent toxicity of manufactured nanoparticles，but also on the interactions
with other compounds in aqueous suspension．
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0 引言
纳米材料是指物质结构在三维空间中至少有一维的尺度处于纳米量级 ( 1 ～ 100 nm) 或由纳米结
构单元构成的材料． 作为重要的纳米材料，纳米二氧化钛 ( nTiO2 ) 已被广泛应用于陶瓷、油漆、电
焊、化妆品以及杀菌剂等［1］． 目前全球纳米二氧化钛的年总生产量达 6000 ～ 10 000 t［2］，并处于不断
增长之中［3］． 在其生产、使用过程中不可避免地会进入环境系统，已有研究表明 nTiO2 对细菌、细胞
系、陆生动物、水生动物等均可产生不同程度的毒性效应［4 － 8］，但总体来说，对海洋生物毒性效应影
响的报道较少，因此开展 nTiO2 对海洋生物毒性效应研究具有重要意义． 纳米材料具有大的比表面
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积，易于吸附环境中其他污染物，这可能会改变原毒物的行为及其毒性效应，文献 ［9 － 10］ 的研究
结果显示，nTiO2 和环境中其他污染物存在协同联合毒性效应． 多环芳烃化合物 ( Polycyclic aromatic
hydrocarbons，PAHs) 是持久性有机污染物的主要代表，其毒性效应受到科学界的广泛关注［11］． 近年
来随着工业、生活污水的大量排放，海洋环境中 PAHs 的污染日益加重［12］． 菲和芘分别是 PAHs 中三
环、四环的代表化合物，文献 ［13 － 15］ 证实，它们对海洋生物存在一定的毒性效应． 因此，本研
究选择菲、芘两种典型持久性有机污染物为研究对象，探讨其与 nTiO2 联合对海洋底栖桡足类———日




日本虎斑猛水蚤 ( Tigriopus japonicus Mori 1932) 采自厦门西海域，2007 年由浮游生物实验室转
接培养至今． 日本虎斑猛水蚤培养在光照培养箱 ( PGX － 330A － 12H，莱福仪器) 中，培养条件为:
温度 ( 20 ± 0. 5) ℃，光照强度约 2100 lx，光周期 12 h∶ 12 h，盐度 ( 28 ± 2) ，pH ( 8. 0 ± 0. 1) ． 实验
海水从厦门大学海洋学系生态场取得，经砂滤后，用 0. 45 μm 微孔滤膜过滤． 以混合藻类投喂日本
虎斑猛水蚤，包括球等鞭金藻 ( Isochrysis galbana) 和小球藻 ( Chlorella sp． ) ，每 2 d 投喂 1 次． 根据
水质状况每隔 3 ～ 5 d 换水 1 次，同时用吸管清除残饵、粪团、蜕皮和尸体等残渣．
1. 2 nTiO2 储备液的制备
nTiO2 粉末购于成都艾德化工有限公司，锐钛型，粒径为 4 nm，纯度 ＞ 99. 8% ． 将 nTiO2 颗粒溶
于超纯水中，超声处理 5 ～ 6 h 配成 10 g /L 的母液，超声处理时温度控制在 20 ～ 22 ℃ ． 避光 4 ℃保
存． 使用之前超声处理 10 min．
1. 3 急性毒性实验
nTiO2 质量浓度梯度设置为 0、0. 2、0. 5、1、5、20、100、500、1000 mg /L． 每个处理都设置 3
个重复． 用吸管随机吸取成熟健康的 20 只成体放于结晶皿中，实验溶液为 200 mL，每隔 12 h 更换一
次实验溶液，总共处理 96 h． 每次更换实验溶液时，用吸管吸出死亡个体，解剖针轻微触碰后仍保持
不动的个体视为已死亡． 96 h 后，计数存活个体数． 整个实验过程不投喂，培养条件同 1. 1． 所有的
玻璃容器使用之前用体积分数为 10%的 HCl 浸泡 24 h，用超纯水冲净后待用．
1. 4 联合毒性实验
菲的质量浓度设置为 0、200、400、600 μg /L，芘的质量浓度设置为 0、20、50、80 μg /L，根据
实验 1. 3 的结果，本实验选用的 nTiO2 的质量浓度为 1 mg /L． 本实验研究在有、无 nTiO2 存在的情况
下，对菲、芘毒性效应的影响． 菲、芘购自德国 Dr. Ehrenstorfer GmbH 公司，为高纯度标准品，使用
前用体积分数为 100 %的丙酮配制成母液，现用现配． 丙酮控制在 100 μL /L 以内，并保持各组添加
的丙酮一致． 设置添加和未添加丙酮的 2 个空白对照组． 每个处理设置 3 个重复． 实验前结晶皿在
φ( HCl) = 10%，φ( 酒精) = 50% 的溶液中浸泡 1 d，用超纯水洗净后待用． 其余方法同 1. 3．
1. 5 数据分析
实验数据采用 SPSS 16. 0 进行方差分析，比较各浓度间的差异显著性，并以 Dunnett 法进行各组
均数与对照组的多重比较． P ＜ 0. 05 时表示存在显著性差异，P ＜ 0. 01 时差异极显著．
2 结果
2. 1 nTiO2 对日本虎斑猛水蚤的急性毒性
nTiO2 的质量浓度变化对日本虎斑猛水蚤 96 h 存活率的影响如图 1 所示． 可以看出，其质量浓度
小于 5 mg /L 时，nTiO2 对日本虎斑猛水蚤的存活率无显著影响，高于 20 mg /L 时，可显著影响日本
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说明：** 表示与对照组之间存在极显著性差异(P＜0.01).
Note：Asterisks indicate different levels of statistical difference from
the seawater control(P<0.01).
图 1 不同浓度 nTiO2对日本虎斑猛水蚤 96 h存活率的影响
Fig.1 Effects of nTiO2 on Tigriopus japonicus 96 h
survival rate
虎斑猛水蚤的存活率 ( P ＜ 0. 01) ．
2. 2 nTiO2 与菲的联合毒性
实验结果表明，在实验范围内，添加丙酮对
日本 虎 斑 猛 水 蚤 的 存 活 率 无 显 著 性 的 影 响．
nTiO2 与菲联合作用时，日本虎斑猛水蚤 96 h 的
存活率如图 2 所示． 经双因素方差分析，nTiO2
和菲之间不存在明显的协同效应 ( P ＞ 0. 05) ，
但 nTiO2 存在时，日本虎斑猛水蚤的 96 h 存活
率低于相应对照．
2. 3 nTiO2 与芘的联合毒性
实验结果表明，在实验范围内，添加丙酮对
日本 虎 斑 猛 水 蚤 的 存 活 率 无 显 著 性 的 影 响．
nTiO2 与芘联合作用时日本虎斑猛水蚤 96 h 的存
活率如图 3 所示． 双因素方差分析结果表明，
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说明：1）对照组含丙酮；2）** 表示跟 籽（nTiO2）=1 mg/L 的对照
组相比有极显著差异(P＜0.01).
Notes：1）Both controls have acetone；2）Significance differences
are indicated:** vs 籽（nTiO2）=1 mg/L(P＜0.01).
图 2 菲在有、无nTiO2存在时对日本虎斑猛水蚤 96 h
存活率影响的比较
Fig.2 Effects of phenanthrene on Tigriopus japonicus
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说明：1）对照组含丙酮；2）** 表示与 籽（nTiO2）=0 mg/L 的对照
组相比有极显著差异 (P＜0.01)；2）## 表示与 籽（nTiO2）=1 mg/L
的对照组相比有极显著差异(P＜0.01).
Notes：1）Both controls have acetone；2）Significance differencesare indi鄄
cated:** vs the control without nTiO2(P＜0.01)；3）## vs the control with
1 mg/L nTiO2（P＜0.01)
图 3 芘在有、无 nTiO2时对日本虎斑猛水蚤 96 h
存活率影响的比较
Fig.3 Effect of pyrene on Tigriopus japonicus 96 h survival











中，可观察到类似的现象． 实验进行约 6 h 后，可观察到白色 nTiO2 颗粒聚沉在结晶皿的底部，也观
察到有部分颗粒物附着在日本虎斑猛水蚤的体表，并且随着 nTiO2 质量浓度的增加，在实验生物体表
附着的团聚物也会相应有所增加． nTiO2 在海水中趋于沉淀，因此底栖环境应该是 nTiO2 颗粒在海水
中最终聚集的地方． 相对于海洋浮游动物以及中层的游泳动物来说，底栖生物的暴露风险会更大． 因
·342·
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此，本研究选择了小型的底栖生物———日本虎斑猛水蚤作为受试生物，以期初步了解 nTiO2 对底栖生
物的毒性效应． 日本虎斑猛水蚤在生态系统中具有重要的承上启下的作用，现阶段已被国内外陆续应
用于许多毒性污染物 ( 如内分泌干扰物、防污杀菌剂以及个别金属污染物) 的毒性检测［17 － 18］，并被
世界合作与发展组织 ( OECD) 列入毒物测试候选标准生物名单．
与 nTiO2 相比，常规尺寸的二氧化钛毒性极小，一般被认为是无毒物质
［19］，可以作为食品添加
剂 ( 着色剂) ，在非碳酸饮料、膨化食品和油炸食品中的含量可以达 10 g /L［3］． 而纳米级的二氧化钛
对细菌、细胞系、陆生动物、水生动物等均可产生不同程度的毒性效应，但毒性较低［8，20］，在本研究







同效应． 这和 Baun 等［23］以及 Zhu 等［9］的研究结果一致． Zhu 等［9］的研究结果显示，TBT 和 nTiO2 的
相互作用，会对鲍鱼胚胎表现出更大的毒性效应． 虽然纳米颗粒在水中极易团聚成大的颗粒物，但是
在水溶液 ( 包括海水) 中仍会有粒径在 20 ～ 150 nm 之间的颗粒存在［7 － 8］，这些颗粒会与菲、芘形成
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